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@ Kachelungsverfahren zum Bauen eines chernischen Arrays 

@ Ein Verfahren zum Bauen eines Arrays von cherni- 
schen Moietaten weist den Schritt des Bildens mehrerer 
eigener physischer Entitaten (Kacheln) aus einem im we- 
sentlichen planaren Material mit einer oder mehreren 
Spezies einer chernischen Moietat, die an demselben an- 
gebracht sind, und den Schritt des Aufnehmens und Pla- 
zierens der Entitaten (Kacheln) auf stabiler Art und Weise 
auf einem Trager an raumlich eigenen feststellbaren Posi- 
tionen auf, um ein Array von chernischen Moietaten zu 
bilden. Das gebtldete Array umfafct zumindest zwei Spe- 
zies einer chernischen Moietat und vorzugsweise von 
etwa 50 bis zu etwa 1000 Spezies. Die beanspruchte Erfin- 
dung umfaftt ferner ein Array, dasdurch dieses Verfahren 
gebildet worden ist. 
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Bcschrcibung 



Dicsc Erfindung bczieht sich allgemein auf ein Vcrfahren 
/.uiii Bilden eines Arrays von hioorganischcn Molckularson- 
dcn auf cineni Trager, und auf ein Array, das durch dieses 5 
Vcrfahren gcbildet wird. 

Arrays von iiiimobi lisieri.cn Sonden werden gcgcnwarlig 
zur Verwendung in Untersuchungen enlwickelt, urn Konipo- 
ncnten in biologischcn Proben zu crfassen und zu identifi- 
zieren, und urn Molekularbibliotheken zu sieben. Die Fahig- 10 
keit inehrere Spezies von Molekulen in einem einzigen Un- 
tcrsuchungstest auszusieben, ist besonders wert voll z weeks 
dcr Drogenentdcckung und fur die klinische Genetik. Daher 
wurden Array herstellungstechnologien enlwickelt, um es zu 
ermoglichen, daB eine groBe Anzahl von unterschiedlichen 15 
Sondcn an getrennten und bekannten Orten in einem Array 
eni.halt.en sind (siehe z. B. Fodor u. a.. Science 251, 767-773 
(1991); Southern u. a., Nucleic Acids Research 
22 : 1368-1373 (1994); US-Patent Nr. 5,510,270; US-Pa- 
tent Nr. 5,474,796; US-Patent Nr. 5,429,807; und US-Patent 20 
Nr. 5,472,672). Bei diesen bekannten Verfahren werden die 
Sondenmolekule an vorbestimmten Orten auf einer festen 
Trageroberflache an Ort und Stelle, d. h. in situ, synthetisch 
hergestellt. 

Es exislieren Nachleile, wenn ein Array auf diese Art und 25 
Weise gebildet wird, besonders wenn das Array Biopoly- 
mere, wie z. B. Oligonukleotide, aufweist. Das In-Situ- Ver- 
fahren, das gegenwartig fur die kommerzielle Herstellung 
von Oligonukleotid-Arrays verwendet wird, ist nicht fur die 
effiziente Herstellung von Arrays aus Langkettenpolymer- 30 
sonden geeignet, und zwar aufgrund der Anzahl von Verlan- 
gerungszyklen, welche benotigt werden, und aufgrund des 
variablen Wirkungsgrads jedes Anfugungsschritts. Um bei- 
spiels weise n Spezies von Oligonukleotiden mit m variablen 
Positionen synthetisch herzustellen, werden nxm Verlange- 3S 
rungszyklen benotigt. Obwohl Lbsungen entwickelt wur- 
den, um dieZeit des Gesamtverfahrens zu verkurzen, indem 
Gruppen von Stellen fur das gleichzeitige Hinzufugen eines 
gegebenen Nukleotides getrennt wurden (siehe z. B. Frank 
u. a., Nucleic Acids Res. 11, 4365-4377 (1983); US-Patent 40 
Nr. 5,510,270), ist die Herstellung eines Arrays auf diese Art 
und Weise ineffizient, besonders wenn das erwunschte Ar- 
ray Hunderte von unterschiedlichen Sondensequenzen und 
Sondenlangen von uber 300 Nukleotiden en thai ten soil. Je- 
der Anfugungsschritt erfordert eine begrenzte Zeit zur Bil- 45 
dung einer kovalenten Bindung, und jedem ist eine Fehler- 
rate zwischen 2% und 15% zugeordnet Die Probleme bei 
der Sonden rein hei t ertbrdern einen hohen Pegel an Sonden- 
redundanz, wobei ferner Fehler manchmal erst nach der 
Herstellung des gesamten Arrays enrdeckt werden konnen. 50 

Wenn Reagenzien ferner als Mikrotropfchen aufgebracht 
werden, miissen Vorkehrungen unternomnien werden, um 
eine Mischung chemischer Moietaten in benachbarten 
Troplchen zu vernieiden, und zwar entweder durch genaues 
Aufbringen des Troptehens an seineni best i mm I en Anfu- 55 
gungsplatz, oder durch Bilden einer Struktur von difleren- 
tiellcn Pol ari late n auf der Anbringungsobcrflache, um die 
Tropfchen mitt els der Obe rflac hen span nung auf ihre be- 
zcichneten Anbringungsregionen zu begrenzen. 

Es wird ein Vcrfahren zum Bilden eines Arrays init Son- 60 
den bekannter hoher Rein hei t benotigt, bei dem die Anbrin- 
gungschemie fur jede unterschiedliche Sonde in dem Array 
unabhangig optimierl werden kann, wobei die Dichte jedes 
Typs der angebrachten Sonde vor dem Arraybilden qualita- 
tiv bcurtcilt werden kann, wobei Sonden, welche die Spczi- 65 
hkationen nicht crlullen, korrigiert oder entfernl werden 
konnen. und zwar vor dem Aufbau des Arrays. Die Anzahl 
von Gcsamtschriticn. die crfordcrlich ist, um den Array zu 



bilden, soil bei dicsem Vcrfahren im Vcrglcich zu bekannten 
Vcrfahren reduzicrl werden. 

Die Aufgabc der vorlicgendcn Frfindung besteht darin, 
ein Vcrfahren zum Aufhauen eines Arrays von chemischen 
Moietaten, ein Vcrfahren zum Aufbaucn eines Arrays von 
bioorg anise hen Molekularsondcn und ein Array von zumin- 
dest zwei Spczics einer chemischen Moietat zu schaflen, 
welche efiizient und dennoch zuverlassig hergestellt werden 
konnen bzw. arbeitcn. 

Eiri Vortcil der vorliegcnden Erfindung besteht darin, daB 
die gesamte Anzahl von Schritten, welche erforderlich sind, 
um das Array herzustellen, beim erfindungsgemafien Ver- 
fahren im Verglcich zu bekannten Vcrfaliren vcrringert wird, 
und daB die Gesamtanzahl der Tests, die erlbrderlich sind, 
um die Qualitat dcr herges tell ten Arrays sicherzustellcn, 
gleich dcr Anzalil von Sonden in dem Array und nicht gleich 
der Anzahl von erzeugten Arrays ist. 

Ein crfindungsgcmaBcs Vcrfahren zum Aufbaucn cincs 
Arrays von chemischen Moietaten umfaBt das Bilden meh- 
rerer Kacheln, die aus einem im wesent lichen planaren Ma- 
terial bestehen, wobei an jeder Kachel zumindest eine Spe- 
zies einer chemischen Moietat angebracht ist, und das Aul- 
nehmen und Plazieren jeder Kachel auf stabile Art und 
Weise auf einem Trager an einem getrennten und eigenen 
raumlichen Ort, um ein Array von chemischen Moietaten zu 
bilden. Das durch dieses Verfahren gebildete Array umfaBt 
zumindest zwei Spezies einer chemischen Moietat und vor- 
zugs weise etwa 50 bis zu etwa 1.000 Spezies einer chemi- 
schen Moietat. Die chemischen Moietaten sind vorzugs- 
weise bioorganische Molekularsonden, und am bevorzugte- 
sten Nukleinsauren, Proteine, Polysaccharide und Lipide, 
Ein Ziel dieser Erfindung besteht darin, die Geschwindig- 
keit und Reproduzierbarkeit des Array hers tellungsverfah- 
rens zu erhohen, indem vorher synthetisch hergestellt e Son- 
den an diskreten physischen Entitaten angebracht werden 
konnen, welche robotisch bewegt werden konnen, um vor- 
bestimmte Positionen auf einem Trager zu trennen, um das 
Array herzustellen. Der Anbringungsschritt wird vorzugs- 
weise auf stapelartige Weise ausgefuhrt, um die Verbin- 
dungschemie und die Anbringungsdichte jedes Typs der 
Sonde in einem Array unabhangig von dem Zusammenbau 
des Arrays zu optimieren. 

Ein dazu verwandtes Ziel besteht darin, eine Einrichtung 
zum Optimieren der Verbindungschemie und der Anbrin- 
gungsdichte jedes Sondentyps in dem Array unabhangig 
von dem Zusammenbau des Arrays zu optimieren. 

Noch ein wei teres Ziel dieser Erfindung besteht darin, die 
Qualitatssteuerungsprozedur zu rationalisieren, und die Ko- 
sten zum Herstellen eines Arrays mit einem hohen Grad an 
chemischer Komplexitat zu verringern. Die Rein hei t der 
Synthese jedes Sondeniyps in dem Array und die Dichte der 
Befestigung desselben konnen vor dem Kacheln des Arrays 
verifiziert werden. Die gesamte Oberfiache einer eigenen 
physischen Entitat kann vor dem Unterteilen dersclbcn in 
Hunderttausende von Kacheln zum Plazieren in Hunderttau- 
senden von Arrays getestet werden, wodurch die fruhe Er- 
fassung und Korrcktur von Herstellungsproblemen moglich 
wird. 

Bcvorzugte Ausluhrungsbeispiele der vorliegenden Er- 
findung werden nachfoigend bezugnehmend auf die beilie- 
genden Zeichnungen detaillierter eriautert. Es zeigen: 

Fig. 1 auf schematise he Art und Weise die Schrittc, die 
bei dem Verfahren zum Bilden eines Arrays dieser Erfin- 
dung vorhanden sind; und 

Fig. 2 cin Ausfuhrungsbcispicl des Arrays, bei dem die 
Kacheln auf einer Trageroberflache zylindrisch angeordnc! 
sind. 

Vor der dctaiJlicrten B esc hrei bung der Erfindung sei dar- 
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auf hinge wicscn, daB dicsc Erfindung nichl auf spcziellc 
Komponcnlenieilc odor Verfahrensschriitc dcr beschriebe- 
ncn Verfahren bcgrcnzl isl. da Teile und Vcrfahrcn variicrcn 
konnen. Hs sci chen falls darauf hingewiesen, daB die hierin 
vcrwendeleTenninologie nurzur Beschrcibung von spezicl- 
Icn Ausfuhrungsbcispielen dicnl, und daB sic nichl begren- 
zend sein sol he. Bczuglich der Vcrwcndung in der Beschrci- 
bung und den beige fiigien Anspruchcn umfassen die Singu- 
larfonucn "ein" und "der, die, das" Plural beg rifle, es sci 
denn. daB dcr Konicxt dcutlich ctwas anderes zeigt. 

In dicscr Beschrcibung und den folgenden Anspruchen 
wird cine Anzahl von Begriffen verwendet, wclche nachfbl- 
gend dclinicrt. sind. 

Kin "Array" isl einc Anordnung von Objekten in eineni 
Rauni, wobci jedes Objckl cine getrennte vorbestiinmtc 
raumliche Position einninmit. Jedes der Objekte in dem Ar- 
ray dieser Erfindung umfaBt cine oder mehrere Spezies ciner 
chcniischcn Moid at, die an cincr "cigenen physischen Enti- 
lal" angebrachi isl, derail, daB dcr physischc Ort jedcr Spe- 
zies bekannt ist oder feslslellbar isl. Eine "eigene physischc 
Entitai" isl cine Einheit aus ini wescntlichen planarcm Ma- 
terial (z, B. eineni festen Maicrial, ciner Membran, eineni 
Gel oder einer Kombination dcr Materialien), die gehand- 
habl werden konnen, und die doch ihre Identitat bewahren, 
und die in "Kacheln" unlerleill werden konncn, um auf vcr- 
schiedene Arten und Weisen neu kombiniert zu werden, um 
ein physisches Array zu bilden. Vorzugsweise werden die 
Kacheln regclrnaBige gcometrische Fonnen haben, wie z. B. 
cinen Scklor eines Kreises, ein Rcchteck und dergleichen, 
wobei radiale oder lineare Abmessungen im Bereich von 
etwa 100 um bis zu etwa 10 mm rcichen und vorzugsweise 
im Bereich von ei wa 250 um bis zu etwa 1.000 pm liegen. 
Die Unterteilung der Entitat in Kacheln kann entwedcr vor 
oder nach Anbringung der chemischen Moietat und durch 
irgendein geeignetes Verfahren zum Schneiden der Entitat, 
z. B. mil einer Chipzerteilungssage, erfolgen. Diese Verfah- 
ren sind bei der Halbleiterchipherstellung bekannt und kon- 
nen durch Fachleute fur das spezielle Material, das zur Ver- 
wendung bei dieser Erfindung ausgewahlt wird, optiniiert 
werden, 

Ein "Trager" ist eine Oberflache oder Struktur fur die An- 
bringung von Kacheln. Der "Trager" kann jede erwunschte 
Form und GroBe haben, und derselbe kann aus einer Viel- 
zahl von Materi alien hergestellt werden. Das Tragermaterial 
kann fur eine Biokompatibilitat behandelt werden (d. h. um 
biologische Proben und Sonden vor unerwunschten Struk- 
tur- oder Akiivitaisanderungen beim Kontakt mit der Trag- 
eroberfiache zu schutzen), und um eine nichl-spezifische 
Bindung biologischcr Materialien an dem Trager zu reduzie- 
ren. Diese Verfahren sind in der Technik bekannt (siehc z. B. 
Schoneich u. a. , Anal. Chem. 65 : 67-84R (1993)). Die Ka- 
cheln konnen an dem Trager mitiels eines Klebstoffs, durch 
Einfiihren in cine Tasche oder in einen Kanal, dcr in dem 
Trager gebildel isl, oder durch irgendeine anderc Einrich- 
lung, die eine slabile und sichere raumliche Anordnung 
schaffen wird, angebrachi werden. 

"Kacheln" ist das Vcrfahrcn zum Bilden eines Arrays 
durch Nchincn und Plaziercn einzclner Kacheln, die ein- 
zclne oder mehrere Spezies chcmischcr Moictiil.cn um fas- 
sen, auf cincm Trager in cincr festen Raumsl.rukt.ur oder ei- 
ncin festen Raummuster. 

Einc "chcmischc Moietal." isl cin organisches oder anor- 
ganisches Molekul, das zum Zcitpunkt dcr Anbringung an 
ciner diskreien physischen Moietal vorgcfonut ist, im Un- 
tcrschicd zu cincm organ ischen Molckiil, das in Situ auf ci- 
ncr Arrayobcrflachc syniheiisch hcrgcsiclli wird. Die bevor- 
zugte Art und Wcisc zum Anbringcn bcsleht in ciner kova- 
Icnicn Bindung, obwohl auch nichi-kovalcnlc Anbringungs- 



einrichiungen oder eine Inimobilisicrung abhiingig von dem 
spczicllcn Typ dcr chcniischcn Moiclal, die verwendet wird, 
gecignci sein konnen. Wenn es crwunscht ist, kann cine 
"chemise he Moiclal" k ova lent niodifi/.ierl werden, indeni 
5 Gruppcn hinzugefugt oder enlfcrni werden, nachdeni die 
Moiclal auf cincr physisch cigenen Enl.il.at. angebrachi wor- 
den isl. 

Die chcniischcn Moiclaien dieser Erfindung sind vor- 
zugsweise "bioorganische Molckule" von naturlichem oder 

to synthcuscheni Ursprung, dicsclbcn konnen durch chcmi- 
schc, biochemische oder molekularbiologischc Verfahren 
synthetisch hergestellt oder dupliziert werden, und dicscl- 
bcn konnen mil biologischen Syslcmen, z. B. Zellcnrezepto- 
ren, Imniunsystcnikomponenten, Wachslumsfakloren, 

15 Komponenien der exlrazcllularen Matrix, DNA und RNA 
und dergleichen interagicren. Die bevorzugten bioorgani- 
schen Molekule zur Vcrwcndung in den Arrays dieser Erfin- 
dung sind "MolckularsondcrT, die von Nuklcinsaurcn (oder 
Tcilen derselbcn), Proteinen (oder Tcilcn dcrselbcn), Poly- 

20 saccharide n (oder Tcilcn derselbcn) und Lipiden (oder Tei- 
len derselben), beispielsweise Oligonukleotiden, Pepiiden, 
Oligosacchariden oder Lipidgruppen ausgewahlt sind, die 
bei der Molekularerkennung und einer affinitatsbasierten 
Bindungsuntersuchung (z. B. Antigen-Antikorper, Rc- 

25 zeplor-Ligand, Nuklcinsaure-Protein, Nukleinsaure-Nukle- 
insaure, und dergleichen) verwendet werden konnen. Ein 
Array kann unlerschiedliche FamiLien von bioorganischen 
Molekulen, z. B. Proteinen und Nukleinsauren, enthalten, 
dasselbe wird jedoch typischerweise zwei oder mehrere 

30 Spezies derselbcn Molckiilfamilie enthalten, z. B. zwei oder 
mehr Sequenzen von Oligonukleotiden, zwei oder mehr 
Proteinantigcne, zwei oder mehrere chemisch v ,gelrennte 
kleine organ ischc Molckule und dergleichen. Ein Array 
kann aus zwei Molckulspezies gebildet werden, obwohl es 

35 bevorzugt isU daB das Array mehrere zehn bis zu Tausenden 
von Spezies von Molekul en umfaBt, und zwar vorzugsweise 
von etwa 50 bis zu etwa 1.000 Spezies. Jede Spezies kann 
naturhch in vielen Kopien vorhanden sein, wenn es er- 
wunscht ist. 

40 Ein " Analyt " ist ein Molekul, dessen Erfassung erwunscht 
ist, und das sich selektiv oder spczifisch an eine Molekular- 
sonde bindet. Ein Analyt kann derselbe oder ein unter- 
schiedlicher Molekiiltyp sein ? wie es auch fur die Molekul- 
sonde gilt, an die sich dasselbe bindet. 

45 Die Schritte beim Aufbauen eines Arrays durch das Ver- 
fahren dieser Erfindung sind in Fig. 1 diagrammaBig darge- 
stellt. 

Eine im wesentlichen planare "eigene physische Entitat" 
(Schritt a, 1) wird mit chemisch reaktiven Gruppcn (Schritt 

50 b, 3) derivatisiert. Diese Gruppen sind an Verbinder- oder 
Linker-Molckulen (Schritt c, 5) kovalent angebrachi. Natur- 
lich kann ciner oder diese beiden Schritte umgangen wer- 
den, wenn geeignele Funktionalgruppcn und/oder Verbinder 
in den zur Vcrwcndung ausgewahllen Materialien inharent 

55 vorhanden sind. Die Verbinder dicnen als Anbringungsstel- 
len fur chcmischc Moietaten. Die Verbinder werden in Kon- 
taki mit ciner Ldsung oder mit Tropfchen chcmischcr Moic- 
laien ge brae hi. Nachdeni das Binden zwi schen den Bindern 
und den chcniischcn Moiclaien slaltgcfunden hat, werden 

60 nichl -reagierle Moietaten durch Abwaschen entfcrni. Nicht- 
reagierie Binder werden behandelt, um sic chemisch inert 
bei aufcinandcrfolgcnden Arrayhcrslcllungsschriltcn zu ma- 
chen. und um ihrc Faliigkcit zu niinimicrcn, daB sic mil 
Analyien waiircnd aufcinandcrfolgcnden Uniersuchungs- 

65 vcrfahrcn inicragicrcn. Dicsc Bchandlung wird allgcmcin in 
dicscr Anincldung als "Abdeckcn" bezcichnct. Soinit kann 
beispielsweise einc reaktivc Aldchyd- o<ler Isothiocyananl- 
(iruppc mit cincm Aniin otlcr mit Ammoniak abgedcckl 
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werden, cine reaktive Hpoxydgruppe kann mil cincr saurcn 
Losung in cin Diol umgewandelt werden, usw. In eineni 
Schritt (d) ist gezeigt, daB allc Binder an dersclben Spezies 
cincr chemischen Moielat (7) angebrachl sind. Es solilc je- 
doch offensichtlich scin, daB mehr als cine Spezies cincr :> 
chemischen Moietat mil cincr speziellen En til at. gebunden 
werden kann, jc nachdem, wie es erwunscht ist. Das Male- 
rial wird in cinzelne Kachcln unterteilt (Schrill. (e), 9). Die 
Unteneilung kann vor oder nach dem Schritt (b) stattfinden. 
Tn cincm Schritt (f) werden Kacheln, die die gleiche odcr un- I o 
terschiediiche Spczics einer chemischen Moietat (allgemein 
bei 11 gezeigt) aufweiscn, auf eineni Trager (13) angeord- 
net, urn ein Array zu bilden. Bei eineni Ausfuhrungsbcispiel 
der Erfindung, das in Fig. 2 gezeigt ist, sind die Kachcln 
(20) auf eineni Trager (22) zylindrisch angeordnet. Der Tra- i s 
ger kann ein fester Stab sein, an dessen Umfang Kacheln an- 
geordnet sind, wie es hicr gezeigt ist. Der Trager kann auch 
cine rohrenformige Struktur scin, wobci die Kachcln auf der 
AuGenoberflache oder auf der Innenoherflache der Rohre 
oder zwischen der AuBen- und der Innenoherflache ange- 20 
ordnet sind, wenn diese voneinander beabslandet sind. Wei- 
tere Variationen dieser Form sollen innerhalb des Bereichs 
dieser Erfindung sein. 

Jcdes Material kann als diskrele physische Entitat ver- 
wendet werden, vorausgesetzt, daB es in der Lage ist, eine 25 
Unterteilung in Kacheln zu erlauben, daB es mil der Chemie, 
die zur Befestigung der chemischen Moietaten an der Ober- 
flache ausgewahlt wird, konipatibel ist, und daB es mil dem 
Erfassungsverfahren der Untersuchung, in der das Array 
verwendet werden soli, optisch konipat ibel ist. Beispiele ge- 30 
eigneter Materialien umfassen, jedoch ohne Begrenzung, 
Glas, Silizium und KunststofT. 

Ein Routine verfahren zum Derivatisieren einer Glas- oder 
Siliziumoberflache zur Anbringung von Bindern besteht in 
dem Bilden von Siloxanverbindungen, und zwar unter Ver- 35 
wendung von Organosilanen, wie z. B. 3-Glycidoxypropyl- 
Trimethoxysilan ("GOPS"), 3-Aminopropyltriethoxysilan 
(APS) und dergleichen, deren chemische Eigenschaften be- 
kannt sind. Das Bindernioleku! kann eine bifunktionale 
Reagenz sein, die sich auf kovalente Art und Weise an die 40 
Oberflache einer Gruppe und die chemische Moietat an die 
andere bindet. Alternativ kann der Verbinder eine Reagenz 
sein, die kovalenl an der Oberflache gebunden ist (z. B. 
Streptavidin), und an dem interessierenden Molekul durch 
eine nicht-kovalente Interaktion mit hoher Afnnitat (z. B. 45 
Biotin). Verfahren zum kovalenten Binden cheniischer 
Moietaten an verschiedene Materialien zur Verwendung bei 
Affinitatsreinigungsprozeduren sind bekannt. Siehe im all- 
gemeinen in Affinity Techniques. Enzyme Purification: Part 
B. Methods in Enzymology, Bd. 34, Hrsg. W.B. Jakoby, M. 50 
Wilchek, Acad. Press, NY (1974) und Immobilized Bioche- 
micals and Affinity chromatography. Advances in Experi- 
mental Medicine and Biology, Bd.42, Hrsg. R. Dunlap, Ple- 
num Press, NY (1974). Die kovalente Anbringung von Oli- 
gonukleotiden an festen Tragern zur Verwendung bei Hybri- 55 
disierungsuntersuchungen ist in Ghosh & Musso, Nuc\ 
Acids Res. 15:5353-5372 (1987) und Eggcrs u. a., Bio 
Techniques 17: 516-524 (1994) beschrieben. Naturlich 
musscn die angebrachten chemischen Moietaten in der Lage 
scin, Irci mil Analytcn in Bindungsunlersuchungcn zu inter- 60 
agicren (z. B. ein angebrachtcs Oligonukleotid muB in der 
Lage sein, frei an cine kompJcmenlarc Nukleinsaure zu hy- 
bri disicren, oder sich frei an ein sequenzspczihsches Protein 
zu binden, ein Amigcn muB in der Lage sein, mil eineni An- 
likorpcr zu intcragicrcn, usw.). 65 

Die chemischen Moietaten, die bei den Arrays dieser Er- 
findung verwendet werden sollen, sind bioorganische Mole- 
kiile, wie sic oben dclinierl wurden, mil Molck u large wich- 



len in dem Bcrcich von clwa inchrercn hundcrt Dal ton bis zu 
clwa mchrcrcn hundcrt Kikxiallon. Die Dichle von MolekLi- 
lcn, die an einc cinzigc physisch cigene Entitat angebrachl 
sind, soil in dem Bcrcich von clwa 1.00(1 bis zu elwa 
1 00.000 Moickulen pro Quadral.rnikroinct.er Oberflache 
sein. Verschiedene Verfahren konnen verwendet werden, urn 
die Dichle von Moickulen auf Monolagen-Obcrflachcn zu 
niesscn. Die chemische Moietat kann beispielswcise mil ei- 
ner hydrolisicrbaren Gruppe versehen werden, die gespalten 
und gemcssen wird, nachdem die Moietat an der Oberflache 
angebrachl ist, oder die chemische Moietat kann Eliketlcn 
oder Labels cnthallen, die durch spcklronietrische oder mi- 
kroskopische Tech ni ken direkt ineBbar sind. Dicsc Techni- 
ken und Messungen sind fur Fachleute bekannt. 

Die chemischen Moietaten sind in einer 1.6s ung en thai- 
ten, die auf die Anbringungsoberflache der Entitat in der 
Form von Tropfchen (siehe beispielsweise EP 0268237 als 
Bei spiel fiir cine Vorrichtung, die zum Aufbringcn und 
Drue ken von Reagenzien gecignet ist) gclicferl werden, 
oder die Losung kann vorzugs weise in Kontakt mil der 
Oberflache gehalten werden. 

Es ist beabsichtigt, daB bestimmlc der Arrays, die durch 
das Verfahren dieser Erfindung gebildet werden, mehrere 
Arrays von chemischen Moietaten aufweisen werden, die 
auf verschiedene Arten und Weisen gebildet werden kon- 
nen. Ein Array kann beispielsweise auf eine Kachel zur Pla- 
zierung in einem gekachelten Array gedruckt werden. Alter- 
nativ konnen mehrere Streifen von chemischen Moietaten, 
wobei jeder Streifen eine einzigartige Spezies einer chemi- 
schen Moietat. en t halt, auf einer eigenen physischen Entitat 
aufgebracht werden, und die Entitat kann in mehrere Ka- 
cheln geteilt werden, die jede der Spezies an einer bekann- 
ten Position auf den Kacheln enthalten. 

Wie es oben angernerkt wurde, konnen die Kacheln auf ir- 
gendeine beliebige Art und Weise gebildet werden, die ge- 
eignet ist, urn das Material zu unterteilen. Typischerweise 
wird das Material mit einer kommerziellen Chipzerteilungs- 
sage auf die folgende Art und Weise zerteilt. Das Material 
wird auf einem Dunnfilmhafttrager zur Befestigung an einer 
Unterdruckspann vorrichtung plaziert. Das Zerteilungsgerat 
ist mit Inforniationen iiber die Gestalt des zu schneidenden 
Materials, iiber die erwunschte Schneidetiefe und iiber die 
Geschwindigkeit der Bewegung der Unterdruckspannvor- 
richtung zu der Klinge hin (unter der Annahnie, daB die Po- 
sition der Klinge fest ist) programmiert. Das Material wird 
in einer ersten Richtung mit einer Metall- oder Diamant-ver- 
sehenen Klinge geschnitten, die sich bei einer Geschwindig- 
keit von etwa 20.000 Umdrehungen pro Minute dreht. 
Schneideabfalle, die durch das Schneiden erzeugt werden, 
konnen von der geschnitlenen Oberflache mit einem Strahl 
aus Luft, Gas oder Fliissigkeit weggerichter werden. Das 
Material wird dann uber einen erwiinschten Winkel gedreht, 
wonach das Schneiden in einer zweiten Richtung fortgesetz! 
wird, bis die Bildung der Kacheln vollendel ist. 

Das Array wird geformt, indem die Kacheln von dem 
Dunnfilmhafttrager (siehe oben) auf einen Trager in einer 
stabilen vorbcslimmtcn raumlichen Anordnung ubertragen 
werden. Die Ubertragung (die in dieser Anmeldung als 
"Aufnchmcn und Plazieren" bezcichnei wird) kann mit Ver- 
fahren durchgefuhrt werden, die bei der Hersiellung von in- 
tegrierten Schaltungen und LEDs bekannt sind (siehe bei- 
spielswcise U.S.-Patcnt Nr. 5,256,792). Das folgende auto- 
niatisicrlc Verfahren ist ein Beispiel fur ein Roboterverfah- 
rcn, das verwendet worden ist, urn Kacheln, die Oligonu- 
klcolidc und Prolcinc umfassen, cine zu cincm Zcitpunkl auf 
einem Trager in einer stabilen raumlichen Anordnung auf- 
zunchmen und zu plazieren. Einc cinzelne Kachel, die auf 
cincm Haft trager innerhalb eines x-y-Gittcrs licgt, wurdc 
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mil Tlillc cincr Kamcra posiiionicri. Die Kachel wurdc von 
der Untcrseite ihrcs ITaftlragers mil cincr Nadcl cninommcn, 
mil cincr Vakuunisondc aufgenommen, mit dcr Kamcra 
noch cinmal uniersuchl, mil cincni x-y-Planarmolor zu cincr 
vorbcsl.imnil.cn Position auf cincni Tragcr bewegiund in ci- 
ncn Halter in dem Tragcr cingelugl. Vorzugsweisc sind die 
Kachel n in cincm kreisformigen Muster angeordncl und 
werden durch Rillenkanalc, die inncrhalb des Tragers gebil- 
det sind, und nichi durch einen Tlaftstoff an ihreni richiigen 
Platz gehallen. Die Tcchniken zuni Bilden von Mikrostruk- 10 
turcn, wie z. B. Taschcn, Rillcn oder Kanale, um Kachcln an 
cincm Tragcr anzubringen, sind in dcr Mikrotechnologic be- 
kannl. 

Die Arrays, die durch das oben beschriebene Verfahren 
gebildcl werden, sollcn in eincr niolekularerkennungsba- 15 
siericn Untcrsuchung verwendei werden, bei der eine Probe, 
die ein Analyt enthalt, dessen Erfassung crwunschi ist, in 
Kontakt mil cincni Array von Molckiilcn bekannter Struktur 
odcr Akt.ivil.al. gebracht wird, die an vorbestimmten raumli- 
chen Positioner! auf einem Tragcr posit ioniert sind. Das 20 
Analyt wird durch ein Arrayinolekiil erkanni und bindet sich 
selektiv an dassclbe. Die Bindung ist von ausreichend hoher 
AffinitaU um es zu emioglichen, daB das Analyt durch das 
Arraymolekul gehallen wird, bis eine Erfassung des Analyts 
durchgefuhrl worden ist. Die selekiive Erkennung konntc 25 
auf ciner unterscheidenden physiochemischen Charakteri- 
stik des Analyts (z. B. einem Bereich mil einer speziellen 
Ladungsverteilung oder PolaritaU welche durch ein Array- 
molekul erkennbar sind), oder auf einem spezifischen che- 
mischen Merkmal des Analyts (z. B. eine spezifische Pri- 30 
marsequenz in einer Nukleinsaure, einem Protein oder ei- 
nem Polysaccharid, einer sekundaren oder hoherwertigen 
Angleichungsstruktur, oder einer spezifischen chemischen 
Gruppe oder Kombination von Gruppen, um eine aktive 
Stelle zu bilden) basiert sein, Es sei ins Auge gefaBl, daB die 35 
durch das Verfahren dieser Erfindung gebildeten Arrays 
nutzlich sein werden, um chemische oder molekularbiologi- 
sche Bibliotheken nach neuen therapeutischen Mitteln zu 
durchsieben, um Liganden fur bekannte biologische Rezep- 
toren und neue Rezeptoren fur bekannte Liganden zu identi- 40 
fizieren, um die ausgedruckten Gene zu idenlifizieren, um 
genelische Polyrnorphismen zu charakterisieren, um die 
menschliche Populationen fiir diagnostische und therapeuti- 
scheZwecke bezuglich ihres Genotyps darzustellen, und fiir 
viele weitere Verwendungen. 45 

Beim Verwendcn eines Arrays, das gemaB dem Verfahren 
dieser Erfindung gebildet ist, kann die Identitat einer chemi- 
schen Moietat, die an ein Analyt an irgendeiner speziellen 
Stelle in dem Array gebunden ist, bestimmt werden, indent 
der Ort des Analyts erfaBt wird, und indem dieser mit einer 50 
Dalei verbunden wird, die sich auf das Array bezieht, d. h. 
mil der Eiikettendatei. Diese Eliket.iendat.ei ist eine Dalei 
von Infbrmationcn, in der die Identitat und Position jeder 
chemischen Moid at in deni Array, das sich auf die Dalei be- 
ziehl, gespcichert ist. Es existieren verschiedene Verfahren 55 
zuni Vcrbinden dieser Etikettendalei mil dem physischen 
Array. Die Etikettendalei konnte bei spiels weise auf dem Ar- 
ray oder auf dem Gehause desselbcn mittels eines Silizium- 
chips, eines Magnet si rei fens odcr eines Slrichcodcs codiert 
sein. Alternativ Icon men die Inforniaiionen, die das Array zu 60 
einer speziellen Eliketicndalei identi fizieren, in einem Array 
odcr scincm Gehause enthallcn sein, wobei die talsachlichc 
Dalei in dem Daicnanalysegcrat oder in einem Computer, 
der mit dem Gerat kommuniziert, gespcichert isl. Die Vcr- 
bindung dcr Elikcucndaici mil deni physischen Array wurdc 65 
/.um Zeilpunki der Datenanalysc si all linden. Eine andere 
An und Wcise zum Durch fun re n wiirde darin bestehen. die 
Etikettendalei in cincm CJcrat, wie /.. B. einer Plane odcr 
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Kane, zu spcichcrn. die in das Dalcnanalysegerai vom Bc- 
nutzer des Arrays zum Zeilpunkt, zu dem das A nay in dcr 
Untcrsuchung verwendei wird, cingefuhri werden kann. 

Es sollte offensichtlich sein, daB die obigc Beschreibung 
und die Bcispiclc die Erfindung darstcllcn sollcn und Each- 
leute mil ciner vollsiandigcn Lehrc und Beschreibung verse- 
hen, wie sic das Verfahren dcr Erfindung zu verwendcn ha- 
hen. Das Verfahren zum Bilden des Arrays kann auf viele 
Arten undWcisen variien werden, welche eine Veranderung 
dcr Rcihcnfolgc, in dcr die Schrilte ausgefuhrt werden, dcr 
Auswahl dcr vcrwendctcn Malerialien, der Geometric des 
Arrays, der GroGc und Gcslalt der Kachcln, der Verfahren 
zuni Bilden eigener physischer Entitaten, die chemische 
Moielalcn aufweiscn, und zum Unlerteilen dieser in Ka- 
chcln, und des Verfahrens des Aufnehmens, Plazierens und 
Imniobilisicrcns von Kachcln auf einer Tragerobcrflache 
umfassen. 

Palentanspruche 

1. Verfahren zum Bauen eines Arrays chemischer 
Moielalcn (11) mil folgenden Schritl.cn: 

(a) Bilden einer Mehrzahl von Kachel n (9), wo- 
bei die Kachel n (9) eine im wesent lichen plan are 
diskrele physische Entilal (1) aufvveisen, an der 
eine oder mehrere Spezies chemischer Moietaten 
(11) angebracht sind; und 

(b) Aufnehmen und Plazieren der Kachel n (9) auf 
stabile Art und Weise auf einem Trager (13) an 
raumlieh eigenen feststellbaren Orten, um ein Ar- 
ray von chemischen Moietaten (11) zu bilden, wo- 
bei das gebildete Array zumindest zwei Spezies 
einer chemischen Moietat (11) auf we ist: 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Kacheln 
(9) einen Festkorper, ein Gel, eine Membran oder eine 
Kombination dieser Materialien au f weise n, wobei die 
Kacheln (9) mil einer Einrichtung (5) zum Anbringen 
einer chemischen Moietat an denselben angepaBl sind. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, bei dem die Kacheln 
(9) gleichmaBig geformt sind und lineare oder radiale 
Abmessungen in dem Bereich von etwa 100 um bis zu 
etwa 10 mm aufweisen. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die Kacheln 
(9) stabil auf einem Trager (13) durch Einfuhren in eine 
Tasche, die in demselben gebildet ist, plaziert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die Kacheln 
(9) auf einem Trager (13) mittels eines Haftstoffs pla- 
ziert sind. 

6. Verfahren nach Anspruch 3, bei dem die chemi- 
schen Moietaten in dem Array bioorganische Moleku- 
larsonden umfassen. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem die Sonden in 
einer Losung enthallcn sind, und bei dem die Losung 
alsTropfchen an vorbestimmten Orten auf der eigenen 
physischen Entilal (1) fiir die Anbringung der chemi- 
schen Moietaten (11) an derselben aufgebrachl wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem die Sonden in 
ciner Losung enthalten sind, wobei die Losung in Kon- 
lakl mit der diskreten physischen Entilal (1) fiir die An- 
bringung der chemischen Moietaten (11) an derselben 
plaziert wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 6, bei dem die bioorgani- 
sche Molckularsonden aus der Gruppe ausgcwahlt 
sind, die aus Nukleinsauren oder Abschniiten dersel- 
ben, aus Prolcincn odcr Abschniiten derselben, aus Po- 
lysaccharide n oder Abschniiten derselben und aus Li - 
piden odcr Abschniiten derselben bestehl. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, bei dem das Array 
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von ciwa 30 bis /.u clwa 1 .000 Spc/ics von Sondcn uni- 
laBi, wobci die Sondcn an den Entitaten (1) in einer 
Dichlc von ciwa 1 .000 bis zu clwa 100.(XX) Sondcn pro 
Quadrat nri kromctcr angebrachl sind. 

1 1 . Vcrf ahren nach Anspruch 9, bci dem die bioorgani- 5 
schen Molekule Nukleinsauren und Protcine sind. 

12. Vcrfahrcn zum Baucn eincs Arrays aus bioorgani- 
schen Molekularsonden zur Verwendung in eincr Bin- 
dungsuniersuchung, wobei das Vcrtahren folgendc 
Schritte aufweist; 10 

(a) Bercitstcllen einer Vielzahl von eigencn phy- 
sischen Entitaten (1), die ein in» weseni lichen pla- 
nares unterteilbares Material aufweisen und mil 
S teller) (3) fur die kovalente Anbringung einer 
bioorganischen Molekularsonde an denselben 15 
versehen sind; 

(b) Koniaktieren des Materials mil einer Moleku- 
larsonde cine ausrcichcndc Zcit lang, uni die 
Sonde an dem Material anzubringen; 

(c) Entfernen nichl-reagicrter Sondenmolekule 20 
und Abdecken nichl-reagierter Anbringungsstel- 
icn; 

(d) Unterteilen des Materials in gleichmaBig ge- 
formte Kacheln (9) niit linearen oder radialen Ab- 
mcssungen von etwa 250 urn bis zu elwa 25 
1,000 urn; und 

(c) Aufnehmen und Plaziercn dcr Kacheln (9) auf 
stabile Art und Weise auf einem Trager (13) an ei- 
ner gel.rennt.en und eigenen raumlichen Position, 
wodurch ein Array von Molekularsonden gebildcl 30 
wird, wobei das Array von etwa 50 bis zu etwa 
1.000 Spezies von Sonden aufweist. 

13. Array niit zumindest zwei Spezies einer chemi- 
schen Moietat (11), das durch das Verfahren nach An- 
spruch 1 gebildet ist, niit folgenden Merkmalen: 35 

(a) einem Trager (13); und 

(b) einer Vielzahl von Kacheln (9), wobei die Ka- 
cheln (9) eine im wesentlichen plan are eigene 
physische Entitat (1) aufweisen, an der eine oder 
mehrere Spezies einer chernischen Moietat (11 ) an 40 
rauinlich getrennten feststellbaren Positionen an- 
gcbrachl ist bzw. sind. 

14. Array gemaB Anspruch 13, das ferner eine Ein- 
richtung zum Codieren der raumlichen Position und 
Identitat jeder cheinischen Moietat in dem Array auf- 45 
weisl. 

15. Array gemaB Anspruch 13 oder 14, bei dem die 
chemische Moietat (11) eine bioorganische Molekular- 
sonde aufweist, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, die 
aus Nukleinsauren oder Abschnitten derselben, aus 50 
Proteinen oder Abschnitten derselben, aus Polysaccha- 
riden oder Abschnitten derselben und aus Lipiden oder 
Abschnitten derselben besteht. 

16. Array gemaB einem der Anspruche 13 bis 15, bei 
dem die eigenen physischen Entitaten (1) gleichmaBig 55 
gefonme Kacheln (9) mil linearen oder radialen Ab- 
mcssungen in dem Bercich von etwa 100 urn auf einer 
Seite bis zu et wa 10 mm auf einer Seite aufweisen. 

17. Array gemaB Anspruch 16, bei dem die eigenen 
physischen Entitaten (1) in einem spiralformigen oder 60 
kreisformigen Muster auf dem Trager (13) angeordnei 
sind. 

18. Array gemaB Anspruch 16, bei dem die eigenen 
physischen Entitaten (1) in einem rechtcckigen Muster 
auf dem Trager (13) angeordnei sind. 65 

19. Array gemaB Anspruch 16, bei dem die eigenen 
physischen Entitaten (1) eine zylindrischc Anordnung 
auf dem Trager (13) aufweisen. 



20. Array gemaB Anspruch 16, bei dem eine oder 
mehrere der eigenen physischen Entitaten (1) aus ei- 
nem Array von bioorganischen Molekularsonden be- 
steht. 
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